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® Bifunktionelle Proteine 

Gentechnisch erhaltliche bifunktiondife Proteine aus ei- 
nem lnterleukin-2 und einem Granulozyten-Makrophagen- 
•Colony Stimulating«-Faktor-Anteil weisen die biologische 
Aktivitat beider Komponenten auf. zeichnen sich aber durch 
erhohte Stabilitat aus. Diese Proteine sind somit Arzneimit- 
tel. die fur die Behandlung maligner Neubildungen geeignet 
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Patentanspruche 

L Bifunkti nclle Proteine. bestehend aus einem biologisch aktiven lnterleukin-2 (IL-2)- und eincm Granulo- 
2ytcn*Makrophagcn-XolonyStimulating w -Faktor(GM-CSF>AnteiL 

2. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die beiden biologist aktiven Protein- Anteile 
uber eine BrGcke aus 1 bisetwa l2genetischcodierbaren Aminos3uren verkniipftsind. 

3. Protein nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, daQ die Brucke der Formel (II) 

_Asp-(AS).v-Pro- (JJ) 

entspricht. wobei x eine ganze Zahl von 1 bis 10 bedeutet und As eine genetisch codierbare Aminosaure mil 
Ausnahme von Cys isi. 

4. Protein nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Bruckenf'lied (AS), die Aminosaurcnfolg" 
- Asp - Pro - Met - lie -Thr-Thr- Tyr - Ala - Asp - Asp - Pro - 

bedeutet. 

5. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet da3 N-ter-' 
minal der IL-2- Anteil und C-terminal der GM-CSF-Anteil angeordnet ist. 

6. Verfahren rjr Herstellung von bifunktionellen Proteinen nach Anspruch 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet 
daB man em fur diese Proteine codicrccdes Gen konstruiert und in einer Winszelle cxprimien 

7. Arzne.mittel. bestehend aus einem Protein nach Anspruch I bis 5, gegebcnenfalls in Kombination mil 
einem pnarmakologisch geeignetcn Trager. 



Beschrcibung 

Interleukin.2 im folgendcn IL ; 2 wirkt als T-Zcllwachstumsfaktor. IL-2 verstarkt die Alctivitat von H KiI- 
er -Zellen w.e NK (Natural K.llcr)-Zellcn. zytoioxischen T-Zellen und LAK (Lymphokine Activated Killer).7cl- 
len. ' 

Granulozyten-Makrophagen-Xolony Stimulating*'-Faktor, im folgenden GMCSF, hingegen stimuliert die 
Granulozyten- und Makrophagenbiidung aus hamatopoetischen Vorlauferzellen. Die Kombination der beiden 
bio ogischen Akuv.taten .si fur die Tumorbehandlung mit und ohne Zytostatikagabc interessant. IL-2 und 
GM-CSF «nnd jedoch unterschiedhcli stabil, was zu Problemen bci der dirckten Vcrabrcichung der beiden 
Komponenten und somit zu einer Verminderun^ des thcrapcutischen Erfolges fiihren kann 

Das Problem der untcrschicdlichcn Stabilitit kann erfindungsgemaB dadurch geldst werden. daB man diese 
beiden Proteine zu einem bifunktionellen Protein verkniipft. 

f:s v\ urden bereiis Fusionsproteine der allgcmeinen Formel 

Met - X - Y - Z 

oder 

Met-Z-Y-X ()b) 

zur gemechnischen Hcrsiellunp von gcgcbencnfalls modifizicrtcm GM-CSF vorgcschlagcn. in denen X im 
*esenil.chen die Ammosaurerfolgc der ersten ctwa 100 Aminosauren von vorzugsweise menschliehem 11,2 
bedeutet. Y eine d.rektc B.ndung bedeutet. falls die zum gewiinschten Protein benachbarte Aminosaure oder 
Aminosaurenfolgc cine Abspaltung des gewunschten Proteins ermoglicht.odcr andernfalls ein Briickcnglicd aus 
einer oder mehreren genetisch codierbarcn Aminosiiuren. das die Abspaltung crnoglicht. und 7 cine Sequc.-.z 
aus genetisch codierbarcn Ammosaurcn ist. die das gewiinschte GM-CSF-Protcin darstcllt. Man kann hierbei 
auchd.efurlL^codiercndeDNA-Sequenz - mchr oder wenigcr - bis zum Ende nu.zen und so - gegebenen- 
35 45 , 5683j Z,erteS ~ g ' iCh aktiV " ' L ' 2 3 ' S "Ncbcnproduki" erzeugen (Deutsche Pa.cntanmeldung P 

Die Erfindung betrifft demgegeniiber solche Fusionsproteine zur Anwendung in Verfahren zur therapeuti- 
schen Behandlung des menschl.chen Korpers bzw. Arzneimittel. die solche Fusionsproteine cnthalten oder aus 
solchen Fus.onsprote.nen bestehen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Vcrwendung dieser Fusions- 
proteine zur Herstellung ones Arzneimittels zur Behandlung maligncr Neubildungen 

Das erfindungsgemaB cingesetzte Fusionsprotein besteht also aus zwei biologisch aktiven Komponenten. und 
zwar emcrseits aus einsir . IL-2- Anteil. der in an sich bekannter Weise modifizicrt sein kann. und andererscits aus 
r\ f dC ^ cbcnfa,ls modifizicrt sein kann. und gcgcbencnfalls einem Briickcnglicd entsprc- 

chend der Definition Y in den vors.ehcnd angegebenen Formeln. Vorzugswcisc entspricht die Anordnung der 
beiden Komponenten der lormel la. Das crfindungsgcmalk Prinzip kann auch zur Herstellung anderer ncuarti- 
ger biiunknonellcr Proteine diencn. 

Die Figur /eigt die Konstrukt.on des Plasinids pB30. das fur ein erfindungsgcmaUev bifunfctioncllcs Protein 

cmJicrt. 

Modifikationen des IL-2-MulckuU sind bckanni. wobei hier bcispiclhafi nur auf die eurupa.schcn Patcman- 
meuungen nut Jen Veroffcmlichungsnummcrn (im folgenden KP-A) 00 91 539,01 09 748 01 18 61 7 01 36 489 
und 01 t>3 :4Q vcru icsen sein soil. Wciierhin wurde in der deutsehen Paientanmclduntf P 35 37 461 6 cin II -^l) c - 
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rival vorgeschlagen. bei dtm N-terminal die ersten sieben AminosSuren deletiert sind Modifikationen des 
G M;CSF-MolekHb wurden in der deutschen Patentanmeldung P 35 45 56&3 vorgeschlagen. 

Weitere Abwandlungen der beiden aktiven MolekOlanteile konnen in an sich bekannter Weise v retn0 m m ,„ 
werden. wobei h.er beispielhaft nur die spezifische Mutagenes erwahnt sei owanmcr we,se v r 8 e "ommen 

Das BrQckenglied Y hat vorteilhaft die Formel II 

- Asp - (As). - Pro - 

Cytin^teS 6 *" ,0 gCnC " SCh CodicrbarC A "«™^ mil AuMuhme von 

JSSSH m d " FOrme ' " ^ ' inkCn ^ ^ IL ' 2 * Ameil ^ f0 ' gliCh 3m rCCh,en Endc der GM-CSF-An- 
Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung von Y weist die Aminosaurenfolge 

- Asp - Pro - Met - lie - Thr - Thr - Tyr - Ala - Asp - Asp - Pro - 

;n U g;ortet e sind nfa " S V ° rZUgSWei " d " ,L - 2An,cil am linkc " ^nde und der GM-CSF-Anteil am rechten Ende 

^^^^ 

Die DNA-Sequenz. die filr das gewQnschte Protein codiert. wird in belcanntpr Wpk* in v-l* 
bauuderindemgewah.ten E,pressionssystem einegute Expression ^TmSX em8C * 
Hierbe. wahlt man zweckmaOig den Promoter und Operator aus der Gruppe trp. lac tac Pl oder P. d« 

Be. der Express.on des erfindungsgemaBen Proteins kann es sich als zweckmaBig erweisen einzeln,. Tr!ni,„c 

D« Expression , on IL-2 in He(e m Jus de, EPA 01 42 268 bekanm. von GM-CSFausderEP-AOl 88 350 
mmi m „ Bereich d«r bishor vorg«chlag<:n.n Dosisrungen Ml, s '"" s "° D <»'=™f "Oglich. die s,cn 
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Beispiel I 



Nach der Phoshit-Meihode wird das folgende Oligonukieoiid (5) synthetisiert: 
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He 


Ser 


Thr 


Leu Asp 


Pro 


Met 


lie 


ATC 


TCT 


ACC 


CTG GAC 


CCG 


ATG 


ATC 


TAG 


ACA 


TGG 


GAC CTG 


GGC 


TAC 


TAG 



128 
He 

i CG ATC 
TAG 
(TaqI) 

to 12 

(Ala) (Pro) 
GC 

|S * w iW nLn CTC CXA CGC CGT GCG 

(SfaNI) 



Thr 


Thr 


Tyr 


Ala 


Asp 


Asp 


Pro 


ACC 


ACC 


TAT 


GCC 


CAC 


CAT 


CCG 


TGG 


TGG 


ATA 


CGC 


CTG 


CTA 


GGC 



(5) 



;o Das Oligonuklcotid (5) erganzt am 5' : Ende die DNA-Sequenz von JL-2, wobei jedoch in Position 1 33 anstelle 
von Thr Asp steht. Am 3'-Ende dieses Oligonukleotids finden sich die Nukleotide, die durch Schneiden mit SfaNI 
aus der cDNA weggefallen sind. 

Die Herstellung des Expressionsplasmids pEW1000(6) ist in der(nicht vorverdffentlichten)deutschcn Patent- 
anmeldung P 35 41 856.7 vorgeschlagen (Fig. 1). Dieses Plasmid ist ein Derivat des Plasmids ptac 1 1 (Amann et 

25 aL, Gene 25 (1983) 167- 178). bei dem in die Erkennungsstelle ftir EcoRI eine synthetische Sequenz eingebaut 
wurde,die eine Sall-Schnittstelle enthalt. Man erhait so das Expressionsplasmid pKK 1773. Durch Insertion des 
lac- Repressors (Farabaugh, Nature 274 (1978) 765-769) erhait man das Plasmid pJFI18. Dieses wird an der 
singuliren Restriktionsschnittstelle fOr Aval gedffnet und in bekannter Weise durch Exonuklease-Behandlung 
urn etwa 1000 bp verkilrzt und ligiert. Man erhalt das Plasmid pEWJOOO (6). Durch Offnen dieses Plasmids im 

30 Polylinker mit den Enzymen EcoRI und PstI erhalt man das linearisierte Expressionsplasmid (7). 

Diese linearisierte Plasmid-DNA (7) wird nun mit dem DN A- Fragment (2). das fur die IL-2-Sequenz codiert. 
mit dem syntfutischen Oligonukleotid (5) und mit dem cDNA-Fragment (4) ligiert. Es cntsteht das Plasmid pB30 
(8). das in den E. coli-Stamm Mcl061 transformiert wird. Die Plasmid-DNA einzelner Klone wird isoliert und 
durch Restriktionsanalyse charakterisiert. 

35 

Bcispicl 2 

Kompetente Zellen des E. coli-Stammes W31 10 werden mit dem Plasmid pB30 (8) transformiert. Eine Ubcr- 
nachtkuitur des Stammes wird mit LB-Medium (J. H. Miller, Experiments in Molcc Gen. Cold Spring Harbor 

40 Lab. 1972). das 50 ng/ml Ampicillin enthalt, im Verhaitnis von etwa I : 100 vcrdiinnt und das Wachstum ubcr 
OD-Messung verfolgt. Bei OD - 0,5 wird die Kultur auf eine Konzentrntion von 2mM Isopropyl -0-galactopyra- 
nosid (IPTG) eingestellt und die Bakterien werden nach 150- 180 Minutcn abzentrifugiert. Die Bakterien 
werden ca. 5 Minuten in einer Puffermischung (7M Harnstoff, 0,1% SDS, 0.1 M Natriumphosphat. pH 7,0) 
behandelt und Proben auf eine SDS-Gelelektrophoreseplatte aufgetragen. Die Expression des bifunktionellen 

45 Proteins wird so bestatigt. 

Die angegebenen Bedingungen gelten fur Schiittelkulturcn; bei groBcrcn Fermentationen sind cntsprechend 
veranderte OD-Werte, Nahrmcdien und variierte IPTG-Konzentrationen zweekmaBig. 

Beispiel 3 

50 

Nach Induktion werden E. coli W31 10-Zcllen, die das Plasmid pB30 (8) enthalicn. abzentrifugiert, in Natrium- 
phosphatpuffer (pH 7) resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Die Bakterien werden in dem gleichen Puffer 
aufgenommen und anschlieBend aufgeschlossen (French Press, <*Dyno-Muhle). Der ZellaufschluO wird abzentri- 
fugiert. Oberstand und Sediment werden mittels SDS-Polyacrylamidelektrophorese wie im Beispiel 2 beschric- 

55 ben analysiert. Nach Anfarben der Proteinbandcn zeigt sich, daB das bifunktionclle Protein im Sediment des 
Aufschlusses gefunden wird. Das Sediment wird mehrmals mit chaotropen Puffcrn und zuletzt mit Wasscr 
gewaschen. wobei das gewiinschte Protein weiter angereichert wird. In der waBrigen Proteinsuspcnsion wird 
anschlieBend die Proteinkonzentration bestimmt. Die Suspension wird nun auf eine Konzentration von 5M 
Guanidiniumhydrochlorid und 2 mM Dithiothreitol (DTT) eingestellt. Das Gemisch wird ca. 30 Minuten unter 

bo Stickstoff geriihrt und anschlieBend mit 50 mM Tris-Puffer (pH 8,5) so verdunnt, daB die Proteinkonzentration 
100 ng/ml ergibt. Nun wird gegen diesen Tris-Puffer dialysicrt und nach 2maligcm Pufferwcchsel gegen Wasscr 
dialysiert. Das so behandeltc Protein wird steril filtriert und auf seine biologischc Aktivitat iibcrpruft. Es zeigt 
sowohl im lnterleukin-2.abhangigen CTLL 2 Zellprolifcrationstcst als auch im humancn Knochenmarkstest 
voile biologische Wirkung. Gcmischtc Kolonicn aus Granulozyten und Makrophagen werden dabci beobachtct. 

h". Das bifunktionclle Protein kann uber lntcrlcukin-2-spczifische Affinitatsehromatogrnphic weiter gercinigt 
werden. Das Protein ist auch dann in beiden Tests aktiv. Fin E. coli-Extrakt des nichttransformierten Stammes 
WJ1 10, der wie beschrieben behandelt wurde. zeigt dagegen keine Aktivitat. 
Fur die technische Herstellung des Produktes sind andcre, an sich bekannte Rcinigungsverfahrcn / weckmafiig 
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lonentausch. Adsorption. Gelfiltration und praparative HPLC-Chromatographie. 
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EcoRI 




Toql^AATTCATG m.'t^ 

toRT 6 TAC (,U 126, A6C 
(EcoRI) (Toql) 

(2) 




2 3 
SfoNi (Pro) Ala 



•ACCC 
(SfaNI) 



GCC 
C66 



(tfF4-127)V/-£TGCA 
K) (Pstl) 




1? (133) 
He lie Ser Thr Leu Asp Pro Mel lie 

FrnPl C6 ffi ffi TCT CT6 GAC CCG AT6 ATC 
sSffltaol (lQ J GTA6 ^^6ACCT6G6CTACTAG ( 5) 
BamHl q; j 2 

SalLAccl.HincIl Thr Thr Tyr Ala Asp Asp Pro (Alo) (Pro) 

ffiACCTATGCGGACGATCCGGC 
TGG TGG ATA CGC CTG CTA GGC CGT GGG 

G 6 (SfQN,) 

CTTAA ACGTf 



(EcoRI) (Pstl) 



(7) 



Pvull 



(7)-(2)-(5)-(4) 




